(j§) BUNDESREPUBLIK © Off nlegungsschrift 

DEUTSCHLAND ^Qg 195 20 792 A1 



© Int. Cl.«: 

A61K 31/195 




DEUTSCHES 
PATENTAMT 



@ Aktenzeichen: 
(§) Anmeldetag: 
(§) Offenlegungstag: 



19520792.0 
7. 6.95 
12. 12.96 



eg 



CM 



JEST AVAILABLE COPY 



UJ 

O 



(7i) Anmelder: 


(§) Erfinder: 


Bloch, Wilhelm, Dr., 55435 Gau-Algesheim, DE; 


Antrag auf Nichtnennung 


Michel. Olaf, Dr., 50859 Koin. DE 




© Entgegenhaltungen: 




DE 31 37 280 A1 




DE 24 16 339 A1 




DE-OS 24 03182 




WO 93 21 941 A1 




ADOLPHSON, R.L et al.: Int. J. Immunopharmacol., 




Vol. 9. No. 1 (1987) S. 51-60; 



Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

(§5) Verwendung der Stickstoffmonoxidsynthese hemmenden Substan2en der Gruppe der L-Argininanaloge zur 
Herstellung eines Mittels zur Abschwellung entzundlich bzw. allergisch angeschwollener Nasenschleimhaut 
und der Hemmung entzundlich und allergisch bedingter Nasensekretion 

(§) Die bisher verwendeten Substanzen zur Abschwellung der 
Nasenschleimhaut und Reduktton der Nasensekretion bei 
entzundlichen und allergischen Erkrankungen fuhren zu 
einer Austrocknung der Nasenschleimhaut, auch bei nicht 
veranderter Nasenschleimhaut. Mine Is Substanzen eus der 
Gruppe der NO-Synthesehemmer soli eine weitgehende 
Abschwellung entzundlich und allergisch alterierter Nasen- 
schleimhaut erreicht werden, ohne Unterdruckung der basa- 
fen physiologischen Durchblutung. 

Die. die NO-Bildung hemmenden Substanzen, die unter 
anderem durch Oberflachenapplikation verabreicht werden 
m konnen, reduzieren durch Unterdruckung der NO-Bildung 
^ die bei entzundlichen und allergischen Prozessen gesteiger- 
te Durchblutung der Nase und fuhren dadurch zu einer 
Abschwellung der Nasenschleimhaut und zu einer Abnahme 
der Nasensekretion. Unter basalen physiologischen Bedin- 
gungen kommt s zu k in r w sentlichen Durchblutungs- 
" ^ und Sekr ti nsminderung der Nasenschleimhaut. 
<3 Di Substanzgruppe ignet sich zur Abschw (lung der 
^1 Nasenschleimhaut und R duktt n der Nasensekr tion bei 
If) ntzundlich n und allergischen Veranderungen d r Nasen- 
0) schleimhaut. 
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Stand der Technik 

1. Die Abschwellung der Nasenschleimhaut und die 
Inhibition der Nasensekretion wird derzeit vor allem 
mitteis Sympthomimetika durchgefuhrt, die eine vor- 
wiegend Alpha-adrenerge Wirkung zeigen. Dabei spieh 
die Drosselung des BlutzufluBes, sowie die Engstellung 
der endonasalen Schwellk6rper in den Nasenmuscheln, 
insbesondere in der unteren NasenmuscheL uber eine 
Ver&nderung des Kontraktionszustands der glatten Ge- 
f&Bmuskulatur eine wesentliche Rolle (Cauna and Cau- 
na, 1975; Grevers, 1994). Weiterhin werden fur eine er- 
h6hte Nasensekretion Ver&nderungen im Bereich der 
Kapillaren der Nasenschleimhaut verantwortlich ge- 
macht (Grevers, 1993). Bisher besteht jedoch uber die 
komplexen funktionellen Zusammenhange in Verbin- 
dung mit den morphologischen Besonderheiten dieser 20 
Strukturen keine endgultige Klarheit, die den Schwell- 
vorgang innerhalb der Nasenschleimhaut erklaren 
konnte (Grevers, 1994). Insbesondere ist nicht klar, wel- 
che Mediatoren in die Regulation der Schwellung der 
Nasenschleimhaut und der Nasensekretion eingeschal- 
tet sind 

Neben den bekannten Mediatoren, wie z. B. Bradyki- 
nin (Baraniuk et aL, 1994) und Histamin (Greiff et aL, 
1994) gibt es vermehrt Hinweise auf das Vorhandensein 
eines weiteren Mediators z. B. des Stickstoffmonoxid in 
der Nasenschleimhaut (nahere hierzu unter 3.). 

2. Stickstoffmonoxid (NO) ist an einer Reihe von phy- 
siologischen und pathophysiologischen Regulationsvor- 
gangen im menschlichen Kdrper beteiligt Darunter fal- 
len seine vasoregulative Funktion, seine neuroregulato- 
rische Kapazitat, seine sekretionregulierende Funktion 
und die Bedeutung fur unspezifische Abwehrvorgange 
(zum Oberblick: Moncada et aL, 1991; Kerwin and Hel- 
ler, 1994; Shaul et al f 1994). Dabei spielt NO vor allem an 
den GefaBen eine wichtige Rolle als starkster Vasodila- 
tator, der uber eine Aktivierung der loslichen Guanylat- 
cyclase zu einer Relaxation der glatten Muskulatur 
fuhrt Die NO-Bildung wird vor allem, dem im Endothel 
lokalisierten Enzym NO-Synthase zugeschrieben (Pal- 
mer et aL, 1987). 

Daruberhinaus konnte jedoch auch nachgewiesen 
werden, daB NO-bildende Nervenfasern eine Rolle bei 
der Vasodilatation spielen konnen (Toda et al, 1993). 

Neben diesen beiden Quellen fur die NO-Bildung, bei 
denen es sich um Calcium-Calmodulinabhangige Isofor- 
men der NO-Synthase handelt (Fdrstermann et aL 1991), 
kann eine weitere Form der NO-Synthase, die nicht Cal- 
cium-CalmoduIinabhangig ist bei inflammatorischen 
Reaktionen eingeschaltet werden. Insbesondere fur ge- 
neralisierte inflammatorische Prozesse, wie dem Endo- 
toxinschock wird die Expression dieses Isoenzyms in 
einer ganzen Reihe von Zelltypen (z. B. Makrophagen, 
neutrophilen Granulozyten, glatten Muskelzellen, Epit- 
helzellen und Endothelzellen) innerhalb weniger Stun- 
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Ausatemluft bei asthmatischen Erkrankungen eine Zu- 
nahme des NO-Gehalts zeigen. Als Quelle fur die NO- 
Bildung werden die unter physiologischen Bedingungen 
schon vorhandenen constitutiven NO-Synthasen, in 
NO-synthasehaltigen Nervenfasern und im GefaBwan- 
dendothel der pulmonalen GefaBe, sowie die durch In- 
duktion exprimierte Calcium-Calmodulinunabhangige 
Isoform, verantwortlich gemacht (Kharitonov et aL, 
1994). Die Expression dieser NO-Synthase fuhrt zu einer 
vielfach gesteigerten NO-Freisetzung. Quelle dieser 
NO-Bildung konnen vor allem das Bronchialepithel 
(Hamid et al 1993) und Makrophagen (Kawabe et aL, 
1992X aber auch andere Zelltypen sein. 

3. In den letzten beiden Jahren ergaben sich zuneh- 
mend Hinweise auf das Vorhandensein von NO-Syntha- 
se in der Schleimhaut der Nase. Hier konnte mitteis 
NADPH-Diaphorasestaining (einer histochemischen 
Methode zur Lokalisation der NO-Synthase) und des 
neuronalen NO-Synthaseantikorpers eine neuronale 
Lokalisation in Nervenfasern, die die Nasenschleimhaut 
versorgen gefunden werden (Hanazawa et aL, 1993; Kis- 
himoto et aL, 1993). Untersuchungen von Lundberg et aL 
1995 zeigen, daB insbesondere die Nasennebenhohlen 
eine Quelle fur die NO-Bildung unter physiologischen 
Bedingungen darstellen, da hier die induzierbare NOs 
auch unter physiologischen Bedingungen vorkommt, 
wahrend die Nasenschleimhaut im Bereich der Nasen- 
hohle nur sehr wenig Expression fur die iNOS unter 
physiologischen Bedingungen zeigt In diesem Zusam- 
menhang konnten eigene neue Untersuchungen mitteis 
NADPH-d und Immunhistochemie (eNOS und iNOS- 
Amikdrper) zeigen, daB ein Expression von iNOS im 
Oberfiachenepithel und in den Endothelien der GefaBe, 
erst auftritt oder verstarkt bei einer entziindlichen Ver- 
Snderung der Schleimhaut, zu finden ist. Daruberhinaus 
zeigt sich eine Expression der iNOS in den mononuklea- 
ren Rundzellen. Insgesamt kommt es zu einer deutlich 
verstSrkten Expression von NOS in der Nasenschleim- 
haut unter inflammatorischen und allergischen Bedin- 
gungen. 

DaB NO in der Nase auch unter physiologischen Be- 
dingungen gebildet wird konnte von Alving et aL (1994) 
gezeigt werden, die von einer bevorzugten Herkunft 
des NOs in der Atemluft aus dem Bereich der oberen 
Atemwege unter physiologischen Bedingungen ausge- 
hen. 

Dies steht im Gegensatz zu anderen Autoren, die eine 
bevorzugte Herkunft des NOs in der Atemluft aus den 
unteren Atemwegen postulieren (Persson et aL, 1993). 
Jungste Untersuchungen von Lundberg et aL (1995) an 5 
gesunden Probanden zeigen; daB die Nasennebenhdh- 
len unter physiologischen Bedingungen die Quelle fur 
die NO-Freisetzung darstellen. Die Konzentrationen 
des sehr kurzlebigen NOs sind physiologisch in den Na- 
sennebenhdhlen sehr hoch wahrend in der Nasenhohle 
wesentlich geringere Mengen gefunden werden. 

Im Zusammenhang mit einer NO-vermittelten 
Schwellung der Nasenschleimhaut durch eine verstirk- 
te Blutfullung der Nasenschwellkdrper ist die Regula- 



den beschrieben (for review Kerwin and Heller, 1994). «> tion des Corpus cavernosum penis interessant, da struk- 



Aber nicht nur fur generalisierte Prozesse auch fur loka- 
le inflammatorische und allergische ProzeBe kann ein 
Auftreten der NO-Synthase (Hamid et aL 1993) und eine 
verst&rkte Bildung von NO (Alving et aL 1993; Perrson 
and Gustafsson, 1993; Khgaitonov et aL 1994) gefunden 
werden. 

Hier stehen vor allem die unteren Atemwege im Mit- 
telpunkt des Interesses, da Messungen von NO in der 



65 



turelle Ahnlichkeiten zwischen dem Schwellgewebe der 
Nasenschleimhaut und dem des Corpus cavernosum be- 
stehen (Grevers and Herrmann, 1987) Beim Corpus ca- 
vernosum kommt es zu einer NO vermittelten Blutful- 
lung des Schwellkdrpers (Kim et aL, 1994). Dies wirft die 
Frage nach der Rolle von NO fur die Schwellung der 
Nase und die Nasensekretion auf. 

Eine Mitwirkung von Stickstoffmonoxid an der vasa- 
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len und neurovegetativen Regulauon der Nase lassen 
einc Rcihe von neueren Untersuchungen zur Lokahsa- 
tion des NO-bildendcn Enzyms NO-Synthase vermuten. 
Es konnte mit Hilfe von Antikdrpem gegen die neuro- 
nalc NOS und NADPH-d gezeigt werden, daB NOS in 
Nervenfasern der Regio respiratoria und der Regio ol- 
fact ria zu finden ist Diese Nervenfaser sind in der 
Umgebung von BlutgefaBen, Drusen und Oberflachen- 
epithel zu finden (Hanazawa et aL, 1993; Kulkarnu et aL, 
1994). Daruberhinaus zeigte sich mittels NADPH-d 
auch eine Markierung von OberfiachenepitheL Drusen 
und Riechepithel (Kulkarni et al, 1994), bei nicht mit dem 
neuronalen NOS-Antik6rper markierbaren Zellen. 

Inwieweit es sich dabei um andere Isoformen der 
NOS handelt, oder nicht NOS gekoppelte Enzyme, ist 
bisher nicht klar. Ober die Verteilung der NOS im En- 
dothel der BlutgefaBe der Nasenschleimhaut gibt es bis- 
her auch keine Uteraturhinweise. Eigene Untersuchun- 
gen zur Verteilung von NOS in der menschlichen Na- 
senschleimhaut bestatigen die Befunde zur Lokalisation 
der neuronalen NOS und geben daruberhinaus einen 
Hinweis auf endotheliale NOS in den GefaBen der Na- 
senschleimhaut Daruberhinaus zeigen Untersuchungen 
mittels NADPH-d und einem Antik6rper gegen die in- 
duzierbare NOS, daB bei entzundlichen Veranderungen 
in der Nasenschleimhaut, in mononuklearen Rundzellen 
und im OberflachenepitheL sowie in den Endothelzellen 
induzierbare NOS exprimiert wird. Dies zeigt eine mog- 
liche Regulation der Nasenschleimhaut durch NO unter 
physiologischen und pathophysiologischen Bedingun- 
gen auf. Insbesondere unter entzundlichen und allergi- 
schen Bedingungen kann es durch Expression der indu- 
zierbaren NOS zu einer, um das vielfache gesteigerten 
NO-Bildung kommen (Knowles et al, 1990). Bisher gibt 
es keine Untersuchungen zum EinfluB von NOS-Inhibi- 
toren auf die Schwellung der Nasenschleimhaut und die 
Nasensekretion. 

4. Die NO-Bildung erfolgt in einer von verschiedenen 
Cofaktoren abhangigen Reaktion durch Umsetzung von 
L-Arginin zu L-Citrulline und NO. Als Cofaktoren sind 
NADPH, FAD, FMN und BH 4 notwendig. Als wir- 
kungsvolle Hemmer der NO-Bildung haben sich eine 
Reihe von L-Argininanalogen gezeigt, die als stereose- 
lektive kompetitive Hemmer der NO-Synthese dienen, 
(for review Kerwin and Heller, 1994) dazu geh6rt auch 
das N-Nitro-L-Arginin. Das zu einer Hemmung aller 
drei Isoformen der NOS fuhrt, ohne daB eine Spezifitat 
fur eine der Isoformen erkennbar ist Demgegenuber 
sind jedoch auch Substanzen bekannt, zu denen das 
L-Aminoguanidin gehort die eine starkere Spezifitat fur 
die Calcium-Calmodulinunabhangige NOS haben (Mis- 
ko et al.1993). 

Der Erfindung zugrundeliegendes Problem 

Bei allergischen und entzundlichen Affektionen der 
Nasenschleimhaut kommt es zu einer Anschwellung der 
Nasenschleimhaut und einer ErhShung der Nasensekre- 
tion. Fur die Behandlung dieser Symptome werden bis- 
her hauptsachlich Praparate aus der Gruppe der Alpha- 
Adrenergika verwendet, die jedoch bei Langzeitanwen- 
dung zu atrophischen Veranderungen in der Nasen- 
schleimhaut fuhren. Diese Substanzen fuhren auch un- 
ter basalen physiologischen Bedingungen zu einer ver- 
schlechterten Durchblutung der Nase, die mit einer 
Austrocknung einhergeht Es fehlen Substanzen die ei- 
nen geringen EinfluB auf die basale Durchblutung der 
Nasenschleimhaut und ihre Sekretion haben, sowie den 



Schwellungszustand kausal behandela 
Die Erfindung 

5 Mittels der die NO-Synthase hemmenden Mittel ist es 
mdglich eine Abschwellung der Nasenschleimhaut und 
eine Unterdriickung der Nasensekretion zu erreichen. 
Die Wirkung des unter anderem in Sprayform applizier- 
baren Mittels kann flber einen Zeitraum von mehr als 
io 6 Stunden anhalten. 

Diese Wirkungen konnten mit Hilfe der folgenden 
Substanzen aus der Gruppe der NO-Synthasehemmer 
(N-Nitro-L-Arginin und L-Aminoguanidin) an freiwilli- 
gen Probanden, die aufgrund entzundlicher bzw. allergi- 
15 scher Veranderungen eine Schwellung der Nasen- 
schleimhaut und eine erhdhte Nasensekretion zeigten, 
getestet werden. Die Untersuchung erbrachte in alien 
Fallen mit solchen Affektionen der Nasenhohle eine 
nach weniger als einer halben Stunde eintretende Ab- 
20 schwellung der Nasenschleimhaut, sowie eine weitge- 
hende Reduktion der Sekretion. Diese Befunde wurden 
durch Inspektion der Nase vor der Applikation der Sub- 
stanzen, sowie mehrere Stunden nach Applikation ver- 
ifiziert Daruberhinaus konnte bei den Probanden eine 
25 rhinomonometrische Untersuchung angeschlossen wer- 
den, die eine deutliche Zunahme der Durchgangigkeit 
der Nase erkennen lieB. Die Untersuchungen wurden 
mit Substanzen durchgefuhrt, die sich hinsichtlich ihrer 
Spezifitat gegenuber den Calcium-Calmodulinabhangi- 
30 gen Isoenzymen und dem nicht Calcium-Calmodulinab- 
hangigen Isoenzym unterscheiden. Wahrend das L-Ni- 
troarginin bei alien Isoformen wirkt, zeigt das L-Amino- 
guanidin eine 1 : 40 starkere Hemmung der induzierba- 
ren nicht Calcium-Calmodulinabhangigen Isoform (Mis- 
35 koetal,1993X 

Die vorteilhafte Wirkung der Erfindung 

Im Gegensatz zu den bisher verwendeten Mitteln zur 
40 Abschwellung der Nase und zur Unterdruckung der Na- 
sensekretion fuhrt eine Hemmung der NO-Bildung bei 
fehlender entzundlicher bzw. allergischer Affektion 
nicht zu einer Anderung des rhinomanometrisch meB- 
baren Luftstroms durch die Nase, wie unsere Ergebnisse 
45 an gesunden freiwilligen Testpersonen ergaben. Dies 
spricht dafur, das nur bei einer entzundlichen bzw. aller- 
gischen Veranderung in der Schleirnhaut der Nase eine 
Wirkung erzielt wird, so daB keine Anderung der basa- 
len physiologischen Durchblutung der Schleirnhaut her- 
50 vorgerufen wird. Dies stellt einen wesentlichen Vorteil 
gegenuber den bisher verwendeten Substanzen dar, die 
zu einer Erh6hung des rhinomanometrisch meBbaren 
Luftstroms auch unter basalen physiologischen Bedin- 
gungen fuhren. Die Erweiterung der Nase ist durch eine 
55 Durchblutungsreduktion der Schleirnhaut zu erkiaren. 
Dies beinhaltet bei Langzeitanwendung die Gefahr ei- 
ner atrophischen Veranderung der Nasenschleimhaut. 
Die Anwendung von Substanzen, die die NO-Synthese 
hemmen bei entzundlichen und allergischen Verande- 
60 rungen der Nasenschleimhaut laflt ein Fehlen dieser 
atrophischen Schleimhautaffektion erwarten. Daruber- 
hinaus ist bei einer Applikation als Spray entsprechend 
den Befunden von Lundberg et aL 1995 nicht zu erwar- 
ten, daB es zu einer Beeimrachtigung der bakterioziden 
65 Wirkung von NO in den Nasennebenh6hlen kommt 
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Patentanspruch 

"Verwendung der Stickstoffmonoxidsyn these hem- 
menden Substanzen der Gruppe der L-Argininana- 
loge (zu denen unter anderem N-Nitro-L-Arginin, 
N-Amino-L-arginin, N-Methyl-L-Arginin, N-Mo- 
nomethyl-L-Arginin, N-Nitro-L-Arginin Methyle- 
ster, N-Iminoethyl-I-Ornithin, gehdren) zur Her- 
stellung eines Mittels zur Abschwellung entzund- 
lich bzw. allergisch angeschwollener Nasen- 
schleimhaut und der Hemmung entzundlich und al- 
lergisch bedingter Nasensekretion." 

— Einsatz der obengenannten Stickstoffmon- 
oxidsynthese hemmenden Substanzen in einer 
Oberflachenapplikation. 

— Einsatz von spezifischen L-Argininanaloga 
(zu denen unter anderem L-Aminoguanidin, 
gehdren) zur Herstellung eines Mittels zur Ab- 
schwellung der Nasenschleimhaut und Hem- 
mung der Nasensekretion durch selektive 
Hemmung der induzierbaren NO-Symhase. 



